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論文内容要旨
 放線菌の産生する抗癌物質の Screelling において HeLa 細胞を使用して各濾液の細胞変性効
 果を観察する事は, 含まれている有効物質の判定を容易に しかつ物質の精製にも役立つ簡単な抗
 癌物質試験系であ り, 特に各物質の判別が容易である事は此方法の大きな利点である. そこで各
 薬剤の HelLa 細胞に対する変性効果を細胞学的に見る事によりその作用機作を 定めかつその観
 点よりの分類が可能となるが, この事は癌化学療法の足場を固める事に役立つ重要な事と思はれ
 る. 更に又発展的にいえば作用機作を異にする2 物質の併用を理論的に導いてゆくため, 殊に既
 知の抗癌物質のいずれもがその高い毒性をもつ事が知られている現状を考え合せると重要な問題
 と云えよ う. この様な老えのもとに 既知の抗癌物質と教室で分離した 抗癌物質 21 種について,
 その HeLa 細胞に対する作用機作を細胞的に調べたのがこの仕事である. 但しこの様な形態学
 的な変化のみから結論する事は危険と老えたので, この細胞が HVJ の不完全増殖を許す事実を
 利用 して各種抗癌物質がこのウイルス合成をどの様な態度で阻止するかを定量的に調べた. 更に
 以上の基礎的な実験結果をもとと して2種の抗癌物質の併用効果をこの細胞の場 で調べてみた.
 勿論現在迄の趨勢としては担癌動物を用いて特に抗癌物質分布の相異 と云う観点に立って動物レ
 ベルで併用の研究が行われているが, in vitro の簡単な条件下で細胞 レベルの 成績を固める事
 は今後多くの利用度を生む基礎的 な実験 と考えたが故 であ る.
 実験材料並びに方法
 [1] 用いた抗癌物質
 (1) 既知抗癌物質中次の 13 種である.
  Actinomycin D, Pur omycin, Alaz opeptin, Az as erine, Carzinophilin, Mitomyc hl C,
  Pluram ycin, Ractinomycin, Chromom ycin, Sarkomycin, Nitromin, 8-Azaguanine,
  6一ム圧ercaptopurine,
 (2) 教室で最近分離した抗癌物質中8種である.
  Ayamycin, iLuteostatin, 620 物質, P⊥umomyci11, Kullomyc in, Mutamycin, Sub.
  Hatinohe, Sub. OshamIしnbe,
 [2] HeLa 細胞に対する変性効果の調べ方:
 小シャーレに短冊型ガラスを入れ, こ》に HeLa 細胞を Calldle method にて培養後被験物
 質を加える. 短冊ガラス上の変性細胞は May-Giemsa 染色を施し油浸にて観察した. 猶本文中
 の有効濃度をγ と記載 したのはすべて m1 当りの濃度であ る.
 [3] HeLa 細胞を場とせる抗癌物質の抗 HVJ 作用のしらべ方:
 中試験管に培養せる HeLa 細胞に被験物質の 稀釈系列と HVJ を同時に加え 37。c1時間作
 用後被験物質のみの存在下に 120 時間培養し HVJ 産生高を赤血球凝集価 (HA) で判定した.
 [4] 抗癌 物質の HeLa 細胞に対する作用程度の 定量法及 び2種物質の相 乗作用 の判定法二
 中試験管内に各物質を作用後 48 時間を経てから方法 [3] に準拠して HVJ を加え, その増殖
 阻碍より HeLa 細胞の Viability を 定量的に表したが 同時に 無染色のま・ 細胞変性効果を観
 察した.
 2種抗癌剤の併用効果を示すためにも 此方法に従い2種物質同一の場で HeLa 細胞に作用せ
 しめたがその後の 方法は前者と全く 同様であ る.
実験成績
 実験第1 各種抗癌物質の HeLa 細胞に対する細胞学的作用部位:
 供試物質の HeLa 細胞に対する作用点を簡述すると次の如くであ る. (註: 物質の後に示す括
 孤内は先に作用時間を示し, 後に最小有効濃度を記載した.)
 1) Ayamycin (15時間1 0.6γ) 高濃度ではすべて細胞は円形, 低濃度では 円形と狭長形
 があるが細胞質は周辺に好塩基性強く三日月乃至リン グ状を示すが核は比較的良く保存されてい
 る. 低濃度でも同様の傾向を示し細胞質毒と老えられる.
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 2) Luteostatin (48時間1 50γ) 細胞は狭長形を示し細胞質の染色性の低下を見るが, 核
 仁周囲の土堤状変化を主とする核変化著しく核毒と考えられる.
 3) Piumomyci11 (15 時間1 12.5γ) 細胞は狭長形, 殊に著しい所見は第一に核仁に変化を
 示す点にあり一次的核仁毒と考えられる.
 4) Kullomycin (48 H寺間; 10γ) 細胞質の大中小多数の空胞が特徴的で細胞剥離も著しい
 が核に殆ど変化はない. 細胞質毒と老えられ る.
 li 灘劉熱熱 驚i/l蓼躍講響灘と灘
 8) Az■serhle (15 時間, 10γ) 細胞は円形化し核内変化 (あたかも全細胞分裂の前期に停止
 しているかの如し) が著しい. 細胞破裂も認められ典型的核毒と考えられる,
 9) MitomycinC (18 rl寺間; 6.2γ〉 細胞は円形化し, 細胞質の変化は軽度であるが核の多形
 性, 核仁周囲への染色質愈合等核の変化著しく 細胞破裂像も認められ核毒と考えられる.
 10) Alazopepti1/ (18時間; 1γ) 変性の 程度の幅は 広いが多くは Azaseril/e とや、共通性
 を有する. 細胞破裂像も目立ち核毒と考えられる.
 11) Puτomycin (20 暗闇; 1. 25γ) 細胞は円形化し核の変性の幅は広いが核仁の保存は比較
 的良く, 変性細胞が細胞集団に多い事が特徴である. 核毒と考えられる.
 12) Actillomycill D (18時間; 0、1γ) Ayamychl 類似の変性像もあるが核の変化著しく細
 胞破裂も高度, 核毒と老えられる.
 13) Pluramycill (18時間; 0. Olγ) 細胞は比較的狭長形で核の硝子様変性, 細胞破裂も認
 められ核毒と考えられる,
 14) Ractillomych1 (18 11寺間;1γ) 円形細胞が多いが狭長形も認められる. 細胞質は周辺好
 塩基性つよ いが, 核変化著しく細胞破裂像も多く核毒と老えられる.
 15) 620 物質 (18時間; 3.1γ) 高濃度で円形細胞多く Plumomycin 様の核変化を示すが,
 低濃度では細胞のひきちぎられたような像も認められる. しかし細胞質の変化少く核毒と考えら
 れる.
 16) Chromomyci11 (18時間1 0. 16γ) 高濃度では Ayanlych1 類似の変性像を認めるが高低
 一貫して核変化つよ く核毒と考えられる.
 17) Sarkomych1 (15 時間; 125γ) 核分裂細胞に撰択的に作用を及ぼしている様で, 静止核
 細胞 はや・細泡質!こ 好塩基 性が強いのみ で殆ど変化認めず核毒と考えられる.
 18) CarzhloPhili11 (18時間; 0. 008γ) 細胞破壊が著しく全体に汚い感じがつよい. 細胞円
 形化 し核変化著 しいのに比 し細胞質に 変化少く核毒と考えられる,
 19) Nitromh1 (18時間; 50γ) 小円形細胞集団を作り剥脱し易い. 核変化著しく 核毒と考
 えられる.
 lll l藩鵬』 llll鞠 巽騰撒蝿翻llは500γ10迄の稀釈系
 以上各種物質の HeLa 細胞に対する 変性効果を May-Giem3a 染色を施した細胞学的所見に
 基いて記載した.
 各物質はその濃度の如何に拘らず物質特有の変 「生効果を示す事が知られた.
 又各物質の濃度勾配に対する所見の推移から その物質が HeLa 細胞に対して一次的に作用す
 る部位が推定可能であ り, 作用機作、点より抗癌物質の分類を試みた.
 結果は第1表に示す. 但し核毒とは云え全く核にのみ変化を及ぼす訳ではなくて二次的に細胞
 質にも変化を及 ぽ しその逆の場合も可能 である.
 実験第2 Ayamyci11 及 び Chromomycin を用 いての細胞 変性の経時的追求:
 第1表に示した分類が濃度を一定に しても経時的に追求しても 成立つか 否かを Ayamyci11 と
 ChromOmyc h1 について行った 結果その正 しい事が裏付け られた,
 又実験第1及び第2を通じて 化学的性状の類似した 物変は近似の 変性効果を示す事が 知られ
 た, 即ち例としては i) 高分子群の抗癌物質, ii) Ayamyci11 と Chromomych1, iii) Alazopeptin
 と Azaserine, iv) Actin omych1 族に入る Pluramyci 11, Ractin om ych1, Actill omycin D.
 実験第3 各種抗癌物質を作用させた HeLa 細胞のウイルス合成阻碍度:
 次に抗癌物質作用後の HeLa 細胞の Anabolic activity を定量的に表すためにHVJ を感
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[1]
[II]
   第 1 表 HeLa 細胞に対する作用部位の判定に基く各種抗癌物質の分類
細胞質毒 
{  (A〉 核に作用 を及ぼさぬもの     Kunomycin, S. hachinohe、 S. oshamallbe, Mutamycin.
  (B) 二次的に核に作用を及ぼすもの
     Ayamycin、
核毒 
{  (A〉 一次的核仁毒     Plumomycin.
  (B) 核・核仁毒
    Chromomycin, Luteostatin、 Ac七inomycin D, Pユuramycin,
    Mitomycin, C, Azaserine, Al azopeptin, Carzinoph il in,
    Puromycin, Ractinomyc in, Sarkomycin, 620 物質, Nitromin.
 染させその増殖の程度を調べた. 但しこれ等物質が抗ウイルス的性状を有していない事を確める
 必要もあって実験方法3に示した 方法で物質 14 種につき実験を行った結果, ウイルス合成阻碍
 を示す濃度は形態学的に判定した作用濃度と一致して居る事が知られた. 即ち被験 14 物質につ
 いては HeLa 細胞に作用を及ぼさない濃度では ウイルスの合成を抑制しない事が判明した. 即
ち
 ① 阻碍が物質の稀釈に応じ階段状をなす物質……
             階段的阻碍物質: Ayamyci11, Luteostati11
 ② 或稀釈濃度以上で急速に阻碍される物質……
             急峻的阻碍物質: Azaserille Actillomycin D, 等
 以上の如く 阻碍の形式か ら物質が2種に区別 されるが前者 は細胞質毒 で後者は核毒 と一致 して
 居り, Luteostatin は核毒とは云え, 細胞質毒に近い物質であってこの阻碍様式が理解される.
 ウイルス増殖阻碍を示さなかったものは 8-Azaguallhle, 6-Mercaptopurine, Mutamycill,
 Kunomyci11 であ つた.
 以上の成績は 物質 48 時間作用 後の HeLa 細胞における感染 HVJ のウ イルス産生様式とも
 一致する.
 実験第3の成績か ら実験 方法3を行 う事により未知物質が核毒か細胞質毒かの判別も可能であ
 ると考えられる.
 実験第4 HeLa 細胞を場とせる2種の抗癌物質の併用について:
 抗癌物質の組合せはその細胞学的作用機 1乍を規準と して
  A) 細胞質毒+核毒 例 Ayamycin+MitomycinC等
  B) 核 毒+核毒 例 ActinomychlD+MitomychlC
 の如く行つ た. その結果第2表に示す如く Ayamycill+Nitromi11, Actinomycin D+Nitro-
 mh1 の組合せで相乗効果を証明した.
 第2 表 HeLa 細胞を場とする2種抗癌物質の相乗効果
 (HVJ の HA 産生量を指標として判定せる場合)
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考 察
 現在癌化学療法の研究は動物 レベルで行はれている現状であるが, 我々が今日臨床で用いてい
 る抗癌 物質の化学療法係数は一般に低いものであって猶英雄ともい うべ き薬剤 を保有 していない
 事を認めない 訳にはゆか ない.
 そこで私の考えた事は既知抗癌物質中使用 可能のものがあれば, その作用機作に何か共通のも
 のを見出し, その共通の特異性を明らかにし, 些かでもそれ等の間に差異があるとすれば, その
 相乗効果を狙いうるのではないか, 換言すれば少い使用量 (低毒性) で窮極的意味での目的即ち癌
 細胞を分裂可能の状態に陥し入れうるのではないかという事であった.
 此等の目的の解析の手段として 日常多くの人々に用いられている HeLa 細胞を用い, 一つは
 細胞学的手段にて各薬剤の作用機作を追求し, 一方では HVJ をこの系に導入して解析をより定
 量的に し客観的なものたらしめようとした. 現在ウイルス生成の場の研究が螢光抗体染色等の新
 しい手段によってより明らかにされつつあるので, 細胞学的な意味での核毒とか細胞質毒とかの
 本態も見極めうるのではないかとも老えた. 私は本文において第一に各種抗癌物質の HeLa 細
 胞に対する作用機作を細胞学的に記載したが臨床的に今日迄用いられている抗癌物質はすべて核
 ・核仁毒である事に注目したい.
 又第二にウイルスの増殖を利用 して核毒と細胞質毒を分別しうる阻碍形式のある事を示し先に
 のべた所見の正しさを立証した.
 第三に2種抗癌物質の 組合せで少くとも Azaserille と 6-Mercaptopurille とについて動物レ
 ベルで知られている相乗効果を細胞 レベルで Ayamycin+Nitromi11, Actinomychl D+Nitro-
 mi11 の間 でみ られる事を知った. この意義については今後発展的に仕事を進めたいと考える.
結 論
 既知の抗癌物質 13 種と東北大学部細菌学教室で放線菌濾液より分離精製中の抗癌物質8種に
 ついて HeLa 細胞を場として2種抗癌物質の相乗効果を検討し次の如き結論を得た.
 (i) 抗癌物質中 HeLa 細胞に毒性を示す物質は 薬剤濃度の 高低に拘らず各物質に特徴的な
 変性効果を示 し, かつ経時的にも此原則は確立される. 又化学的性状の近似の物質は類似の変性
 効果を示す.
 (ii) 物質の HelLa 細胞に対する作用部位を細胞学的な立場で May-Giemsa 染色所見より
 検討した. 一次的に作用する部位より細胞質毒, 核毒に二大別 し更に細胞質毒を二次的に核に変
 化を及ぼさ絵群と及ぼす群に分類 し, 核毒を一次的に核仁に変化を及ぼす一次的核仁毒と核・核
 仁毒とに分類 し得た.
 (iii) 抗癌物質によるHeLa細胞の病的動態を定量的に表すために, この細胞における HVJ
 の増殖を利用 し赤血球凝集価にて結果を判定したが, 抗癌物質により薬剤濃度に応じてウイルス
 合成阻碍の様式が異る事, 又 HeLa 細胞に変性を示さぬ物質では何らウイルス合成阻碍は認め
 られ絵事が判明した、 合成阻碍形式は階段的合成阻碍型と急峻的合成阻碍型とに分けられ, 前者
 は略細胞質毒について見られ, 後者は核毒について見られた.
 (iv) 以上の基礎的実験をもととして作用機作の異るものの相乗効果や, 作用機作の同様なも
 のの相乗効果を HeLa 細胞 を場と して検討し Ayamyc h1 +Nitromi11, Actinomycill D+ Nitro-
 mh1 の併用 で相乗効果を認めた.
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審査結果要旨
 試験管内で培養された HeLa 細胞に各種抗癌物質を加えると その多くは極めて低い濃度で各
 物質に特徴的な細胞変性効果を示す. この事実は薬剤を加えた後 24 時間の無染色標本を観察し
 てもいえる事であ り, 従って未知の放線菌濾液より抗癌物質をふるいわけるに際し利用度の良い
 事は既に新田や松原などにより強調 された.
 しか し無染色 で観察する限り細胞内の作用部位を明確に し得ない. そこで多くの有望と考えら
 れる抗癌物質を選んで各段階の倍数稀釈系列を作 り, 最もうすい有効濃度でどの様な細胞部位に
 働くかを形態学的に決めたのが この仕事である. 染色法は主として May-Giemsa 法に依った.
 更に光学的な観察法では主観の入る事を恐れ, この細胞が HVJ の増殖を許しその増殖の程度は
 赤血球凝集という簡便な手法で定量 し得る事を利用 して, 抗癌物質で処理 された細胞のウイルス
 合成能の低下度を調べて, 抗癌物質によるひとつの蛋白合成阻碍を表現する手段とした. 殊にこ
 の手法は2種薬剤を併用して相乗効果を示すか否かを検討する際, その結果を定量的に現す意味
 において甚だ有用 な手段である事が判明 した,
 以上の実験を通 じて得た主な結果を纏めると次の様に云える.
 1) 用いた薬剤は既知抗生物として Actinomycin D, Pluramycin, Ractinomycin, Car-
zinophilin, MitomycinC, Puromycin, Alazopeptin, Azaserine, Chromomycin, Sarkomycin,
 の 10種更に合成された Alkylating agellt と, antimetabolite として Nitromi11, 8-
 Azaguanine 及び 6-Mercaptopurine, の3種を加え, 他に東北大学医学部細菌学教室で最近分
 離した Ayamycin, Luteostati11, 620 物質, Plumomycin, 及び4種の高分子放線菌菌体外毒
 素を加えた. 之等物質はその細胞変性効果から先ず細胞質毒と核毒とに二大別された. 前者の代
 表的なものは Ayamycin であり, 後者の代表的なものは Mitomycin C, Actillomycill D など
 である. 現在用いられ臨床的に効果の認められている薬剤はその殆どが核毒の範疇に含まれる.
 2) 核毒は更に核仁に一次的に 作用するものと核仁及び 染色質に作用するものとに 細別され
 た. 又細胞質毒は二次的に核に変化を及 ぼす ものが あった. 現在用 いられる大部分の薬剤は核・
 核仁毒である. しかも物質の化学的性状が異り, 作用機作の異っている事の予想されたものはす
 べて各々 に特徴的な作用機作を示した事は注目 して良い、
 3〉 核毒と細胞質毒とに分別した見方はウィルス合成能の阻碍形式の判別よりも承認された.
 即ち核毒はある濃度迄は完全にウイルス増殖を阻止し, それ以上の濃度では全く作用 しない. 所
 謂 all or none 型をとるに較べ, 細胞質毒は薬剤の濃度に応じ, 階段的な阻碍形式を示す.
 4) 二種物質の 併用効果を 作用機作の 異るもの 同志の間で調べてみた. 結果だけ のべれば
 Nitromin という核, 核仁毒と Ayamycin という細胞質毒の間に相乗効果が認められ 又 Acti-
 nomycin D と Nitromin (ともに核, 核仁毒であるが作用機f乍を細別すれば異る) の間にも相乗
 効果を見出 した.
 以上この仕事の意義は 1) 誰にも利用出来る細胞を用いて 形態学的手法により, 各種抗癌物
 質の作用部位をきめた事. 2) ウイルス増殖を indicator として以上の事実を定量化 した事.
 3) 二種抗癌物質 の併用効果を細胞レベル で定量的にあらわすための基礎的方法 を確立 した事の
 三点に要約できよ う、
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